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(54) Nouveaux derives du dextrane a activites anticoagulante en arrti-inflammatoire. leur procede de preparation et 
utilisation de ces derives en tant qu'anticoagulants et en tant que substituts du plasma sangum. 



(57) La presente invention est relative a de nouveaux derives 
du dextrane a activites anticoagulante et anti-inflammatoire, et 
a leur proc£de de preparation. 

Ces derives, de formule generate ci-apres. sont caracterises 
en ce qu'ils contiennent au moins 35 % du motif B 
(— 0CH 2 — COONa). au moins 5 o/o du motif D : 

-0CH 2 -C0NH-CH 2 -^)-S0 3 l 

et en ce que leur masse moieculaire est au moins egale a 
8 000 : 
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Application : utilisation de ces derives en tant qu'anticoagu- 
lants et en tant que substituts du plasma sanguin. 
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La presente invention est relative a de nouveaux 
drives du dextrane aactivites anticoagulante et anti- 
inflammatoire ainsi qu'a leur precede de preparation 

De tres nombreuses etudes ont ete entrepnses par 
deferents Chercheurs afin de determiner et de definir les 
p'roprietes chimiques physiques et physico-chimiques responsables 
de 1'activite anticoagulante de 1'heparine, agent anti- 
coagulant naturel du sang; 

De nombreux Chercheurs ont egalement entrepns des 
etudes afin de supplier 1-heparine par differents produits 
synthetiques, parfaitement definis (Cf. les differents 
travaux des Inventeurs et notamment le Brevet 
2 461 724 la Demande de Brevet Europeen 8OMO1053-6 ; le 
"Proc. Third Meet., I.S.A.O. . 1981 .5 (Suppl. >, 504-506 ;le 
Biomaterials 1982,3, 221-224, etc..) . 

Les Inventeurs ont ainsi mis au point et decnt 
(Brevets franqais 2 H61 724 et Europeen 80401053-6 precedem- 
lent cites) des produits doues de proprietes anticoagulantes 
ccnstituls par des polymeres comportant des groupes : 
-S0 3 R lf -R 3 S0 3 R n , -S0 2 R 2 , -R 3 -S0 2 -R 2 et -CH 2 -C0- N H-CHR-C00H- 
dans lesauels z 

R1 est un atome d'hydrogene ou d'un metal physiologiquement 
compatible, 

R 2 est un reste d'acide amine lie au pont -S0 2 - par la 
fonction amine, 

R 3 est un grouoe -CH 2 -C0-NH-R4 dans lequel R4 represente un 
radical alkyle, aryle ou alkylaryle, ou 

_CH 2 — substitues ou non 

f represente la chaxne laterale d'un acide amine. 

En poursuivant leurs travaux et notamment sur des 
drives de dextranes, les Inventeurs ont mis au point de nou- 
veaux derives de dextranes ne comportant pas d'acides amines, 
presentant a la fois une activite anticoagulante, une activite 
antiinflammatoire, et pouvant avantageusement etre utilises en 
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tant qu 1 ant icoagulants ct substituts du plasma sanguir. . 

La pr^sente invention a pour objet de nouveaux dd- 
riv£s de dextranes a activites anticoagulante et antiinflam- 
matoire et pouvant §tre utilises en tant qu ' anticoagulants et 
en tant que substituts du plasma sanguin et represented par 
la formule I ci-apres : 





CM, 



15 



0 




SO,Na 



ABC D 
lesguels d£riv£s sont caract£ris£s en ce qu°ils contiennent 
20 au moins 35% du motif B (-OCH 2 -COONa) , au moins 5 % 

du rot if D (-OCH 2 -CONH-CH 2 -^y-SO a Na) et en ce gue leur 
masse raoltculaire est au moins £gale a 8000. 

L 1 ensemble : motifs non substituts (A) plus 
motifs comprenant la benzylamine non sulfon£e (C) doit etre 
25 inf trieur & 60%. 

Selon un mode de realisation prdfere* de 1' objet 
de 1* invention, le d£riv£ du dextrane contient 40 a 50 % 
du motif carboxylique B (-OCH 2 -COONa) , et au moins 15 % 
du motif sulfone D ( -OCH 2 -CO-NH-CH 2 - <^(^-S0 3 Na) et sa masse 

30 moldculaire est d'environ 20 000 £ 30 000. 

Les Inventeurs en prtparant toute une gamme de 
derives, ont pu ainsi mettre en Evidence que, des que 
le pourcentage. des... motif s dextrane,.. pour vus du groupement 
carboxylique B est inferieur a 35%, 1' activity anticoagulante 

35 devient insignif iante et il en est de m§me en absence totale 
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du groupement benzylsulfonate D. D'autre part, ^ activitd 
anticoagulant, croit jusqu'a une teneur de 50% en subst.tuant 
B et 15% environ en substituant D. ^ 

L e Tableau I ci-apres resume les resultats obte- 

5 nus sur 22 £chantillons dif f erents . 

TABLEAU I 



10 



Composition de 1 » echantillon % 



B 



15 



20 



.5 
.5 



25 



30 
37 
37 
37 
70 
71 
37 
47 
40 
40. 
40. 
60 
43 

58 

45 

50 

43 

49 

68 

71 .5 

75 

45 



0 
21 
11 
15 

7 

7 
15 

1 

12 
4 
4 
14 
0 
5 
0 
3 
4 
1 * 
4 
0 
0 
0 



Activity 
an t i thr ombique 

a uTh/mg 



0 
0 
9 
5 
1 
2 
6 
3 
3 
4 
10 
5 
15 
6 
5 
10 
11 
12 
12 
10 
14 
14 



0 
0 

1 

1 

1 

1 

1 

2 

3 

4 

6 
16 
14 
18 
20 
22 
23 
29 

31 

40 

65 

70 



La presente invention a egalement pour objet 
un procede de preparation de derives conformes a la pre- 
30 sente invention, lequel procede est caracteris* par les 
etapes suivantes : 

1ere etape : carboxymethylation controlee des dextranes, 
2eme etape : fixation de la benzylamine , 

3eme etape. : sulfonation du noyau aromatique de la benzylamine , 
3 5 4 eme etape : f ractionnement en masse moleculaire des dextranes 
et elimination des dextranes de bas poids mole- 
culaire (< 8000) , 
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Seme £tape : lavage, conditionnement et lyophilisation . 

Selon un mode de realisation avantageux du 
proc£de objet de la presente invention, la separation des 
dextranes de has poids moleculaire est effective en premier, 
5 suivie des Stapes de carboxymethy lat ion , fixation de 3a 
benzylamine, sulfonation et conditionnement. 

Outre les dispositions qui precedent , 1 f invention 
comprend encore d'autres dispositions qui ressortiront de la 
description qui va suivre, qui se r£fere a un exemple de pre- 
10 paration du produit conforme a la presente invention, ainsi 
qu»a des compte-rendus analytigue et pharmacologique qui 
mettent en Evidence les remarquables propri£t£s du mgaica- 
ment conforme a la presente invention. 

II doit €tre bien entendu, toutefpis, que ces 
15 exemple et compte-rendus sont donnes uniquement a titre 

d 1 illustration de 1" objet de 1" invention, mais n'en consti- 
tuent en aucune maniere une limitation* 

EXEMPLE DE PREPARATION 

Les operations decrites ci-apres sont effectuees 
20 sur un (Schantillon de dextrane d'un poids moleculaire supe- 
rieur a 8 000, la separation ayant ete effectu^e par chro- 
ma tographie liquide . 

lere <§tape : carbox^ethYlation_des_dex 

Cette etape est inspiree par les travaux de 
25 F.ANTONINI & Coll- (Giorn .Biochi .V4 ,88 , 1 965) . 

Dans un ballon de 1 litre muni d'un systeme 
d' agitation et immerge aux deux tiers dans un bain /glace + 
sel (-4°Ci7, on dissout 48,6 g de dextrane (0,30 Mole) dans 
400 ml de"soude 6N (2,4 Moles). On laisse sous agitation 
30 a -4°C pendant 20 minutes. 

Dans le ballon, on introduit petit a petit 
(dur6e d» introduction 10 minutes) 100 g de C1CH 2 C00H (1,05 Moles) 

On porte la temperature a 70°C et on main- 
tient a cette temperature et sous agitation pendant 2 0 minutes. 
35 on refroidit en immergeant le ballon aux deux 
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ti~rs dans un bain de glace. 

On porte le pH a la valeur 7 par de 1'acxde 

acetique . 
methanol . 



On precipite le produit dans 3 litres de 



10 



On le lave au methanol . 
On le seche dans un etuve sous vide a 40°C environ, 
Par cette methode , on substitue environ 30% des cycles 
dextranes, sans degradation des chalnes macromoleculaxres . Les 
substitutions plus importantes sont obtenues en repetant plu- 
sieurs fois (n fois) cette operation selon le Tableau II ci-apres : 





n (nombre de 
carboxymethylation) 


% de motifs dextranes 
carboxymathy 1 es 


15 


1 


30-32 




2 


45-50 




3 


60-65 




4 


75-80 




5 


90-98 


20 







2eme etape : Fixation de_la_benzvlamine 

Cette'etape est inspiree par les travaux de 

P v SUNDARAM /Biochem.Biophys . Res .Comm. 61, 7 1 7 , 1 974/ . 
25 Dans un ballon de 2 litres, on dissout sous 

*" agitation a temperature ambiante 40 g de carboxymethyl- 

dextrane * 9 0% de motifs dextranes carboxvmethvles (creoare 
au cours de la 1ere etape) dans 290 ml d'eau. 

On a juste le P H a environ 3,5 par de 1'acxde 

30 chlorhydrique 1N . 

On verse 89 g (0,360 Mole) de N-ethoxycarbonyl- 

2-ethoxy-1,2-dihydroquinoline (E.E.D.Q.) de formule : 
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, 0-C.K 5 

C = 0 
i 



D OC 2 H 3 

dissous dans 710 ml d'ethanol aBsolu. 

On maintient sous agitation pendant une demi- 

heure. 

On ajoute 40 ml de benzylamine (0,36 Mole) et on 
10 laisse sous agitation une nuit. 

On evapore le melange presque a sec. 

On precipite dans 2 litres de methanol. 

On lave au methanol et on seche a l B £tuve a 

vide a 40°C. 
15 3eme etape : §ulf onation_des_no£aux_aromat 

12 g de produit obtenu au cours de la 2eme 
dtape et comportant 1 mMole /g de benzylamine sont disperses 
sous agitation dans 24 0 ml de chlorure de methylene. 

2 ; 4 ml d'acide chlorosulf onique (0,036 Mole) 
20 sont ajout^s lentement. 

On laisse sous agitation une nuit. 
On filtre, on lave a l'ethanol. 
On seche a l'etuve a vide a 40°C. 
Par cette methode, on substitue jusgu'a environ 
25 la moiti<§ des cycles aromatiques de la benzylamine. 

Pour obtenir les taux de sulfonation ddsires, on 
renouvelle 1 ' operation plusieurs f ois . 
4 erne etape : Lavages_et_conditignnement 

Le produit obtenu en fin de la 3eme etape est 
30 dissous dans une solution ^queuse de soude et le pH est 
maintenu a 8 pendant 2 heures . 

II est ensuite lave a l'eau, £quilibre a pH 7,35 
par du tampon de Michaelisv puis relave a l'eau. Toutes les 
operations sont effectuees en utilisant la methode d'ultra- 
35 filtration (membranes semi -permeable s a seuil de coupure adapte) 
Le produit est finalement lyophilise. 
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Le precede conforme & la presente invention permet 
done de faire varier a volonte le taux des motifs B et D, en 
fonction du degre d' activite anticoaguiante recherche. 
TESTS DF, COAGULATION 
=, Methode : . 

' LeTtemps de thrombine et de reptilase sent determines au 

tomatiquement a 37*C par un coagulometre Dade KC1 . 

Le derive du dextrane est dissous a concentration adequate 
dans du tampon de Michael is. ^ 
no Le plasma pauvre en plaquettes (PPP) est stocke a -80 C 
et mis a 37°C au moment de I'emploi. 

La thrombine est diluee dans du tampon de Michaelis et mxse 

a 4°C au moment de I'emploi. 

La reptilase est diluee dans l'eau et mise a 37°C. 

15 Activite anticoaguiante 

L' activite anticoaguiante (a) est determinee a 
partir des temps de thrombine du PPP en presence- de diverses 
concentrations de polymere. L'activite, a , est definie comme 
le nombre d' unites de thrombine inactivees par milligramme de 
20 polymere (uTh/mg) . Cette quantite de thrombine inactivee est 
determinee a partir d'une courbe de calibration. 

Dans les memes conditions, 1'heparine commer- 
ce a un coefficient d' activite, a, egal a 4 000 uTh/mg. 

II faut noter que les temps de reptilase ne 
25 sent pas allonges eh presence de polymere et done le fibrino- 

gene n'est pas altere. 

M temps de thrombine sur fibrinogen son. 
egaux au temps temoin et la presence de 1 ■ antithrombine III 
est indispensable. 
30 Variations de ^activite antico^l ante a en fonctxon des 

substituants ^ . mmc 

— ces variations sent representees sur les frgures 

1 6t 2 -* La figure 1 represente le temps de thrombine 

35 de derives conforms* a la presente invention C0>- . Le produit 
utilise comporte 14% de motifs D et 42% de motifs B,compara- 
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tivement a l'h<§parine (<>) M73 u/mg) . 

Le systeme de coagulation est le suivant : 
On incube 0,1 ml de la solution de polymere ou 
0,1 ml de tampon de Michaelis (contr61e) avec 0,2 nl d'une 
5 solution de PPP pendant 5 minutes, a 37°C. On ajoute ensuite 
0,1 ml de thrombine (20 u NIH/ml), puis on mesure le temps 
de coagulation. 

La figure 2 reproduit l'activite antithrombique 
des d6riv6s de dextranes . : 
TO 2a repr^sente 1 1 influence de la variation du taux 

des motifs B pour des d£riv£s ayant diff^rents taux des motifs D, 

et 2b repr^sente 1" influence du taux des motifs D pour un 
taux de motifs B stable et £gal a 47,5% ± 2,5%. 
Influence de la masse molaire 
15 Deux me'thodes de separation sont possibles : 

1°) on s£pare des le depart des produits de masses bien choisies 
et homogenes, 

2°) on procede en fin de synthase a une separation en fonction 
de la masse et on etudie 1' evolution correspondante de 
20 1" activity : 

le produit est fractionne par chromatographic liquide sous 
basse pression en phase aqueuse. 
. Remplissage de la colpnne : Sephadex G50 
. Eluant : solution aqueuse de NaCl 0,2M 
25 . Colonne: "LKB" (2,5 mm de diametre et 1 m de long) 

. Charge : 100 mg de produit dans 5 ml d'£luant. 

Apres passage sur cette colonne, le produit est 
fractionne* selon sa masse moleculaire en 5 fractions. (II a £te 
verifie* par dosage chimique que la separation s'effectuait 
30 uniquement en fonction de la masse) . 

La masse de chaque fraction a ete determinee par 
chromatographic d' exclusion liquide sous haute pression (90 bars) 
sur colonne "Merck Lichrospher " 100 diol, en milieu aqueux 
NaCl 0,2M, et apres etalonnage de la colonne. 
35 L'activite ant icoagulante , a, de chaque- fraction 

est r£sum£e dans le Tableau III ci-apres : 
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9 

TABLEAU III 

Masse Activite a (uTh/mq) . 


1 


27 000 


20 


2 


19 000 


14 


3 


15 000 


8 


4 


8 000 


6 


5 


6 300 


3 


Le produit avant 


separation 


chromatographique presente 



10 les caracteristiques suites , ^ _ 

- tres polydisperse __ = ? ^ "^= 2 ' 1 ) 

- activite "a" : 8 uTh/mg 

Ar.t-.ion anticomplementaire et antiinf lammatoire 

On etudie 1* inhibition de la C3 convertase, 
15 alterne, complexe enzymatique capable de cliver la pro- 
line C3, proteine de la vole alterne du systeme comple- 
mentaire . 

En presence ou en absence d'anticorps spe- 
cif iques, le systeme compleroentaire participe aux mecanis- 
20 mes de reconnaissance ou de defense de l'hfite vis-a-vis 
d 'agents infectieux ou de cellules etrangeres. 
Methode ( M . D . KAZ ATCHKINE & Coll . fJ. Clin .Invest .67 , 223 , 1 98 l7 
~~" " On a au prealable prepare des heroaties de 

mouton portant des molecules de C3b (petit fragment libere 
oc par le clivage de C3) . 

Ces cellules sont mises en presence de quantites 
de proteines D, P, B (autres proteines de la voie alterne) 
suffisantes pour obtenir un site hemolytique par cellule 

Des fractions de 0 , 1 ml de cette suspension sont 
30 prelevees et ajoutees a 0,1 ml de tampon DGVB ++ (tampon 

Veronal + 0,1% de gelatine et contenant 0,15 mM de Ca et 
0,5 mM de Mg ++ , dilue au 1/2 avec une solution de dextrose a 
5% contenant 0 , 1 5 mM Ca ++ et 0 , 5 mM de Mg + + )seul ou contenant 
des quantites adequates de dextrane modifie conforme a 

35 la presente invention. 

Le melange est incube 30 minutes a 30°C sous 

agitation. 
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On ajoute 0,3 ml de serum de rat dilu£ au 
1/20fcme dans du tampon GVB-EDTA (tampon Veronal + 0,1% 
de gelatine et contenant 0,04 M EDTA) . 

Les sites C3 convertase formes sont rev<§16s 
par une incubation de 6 0 minutes & 37°C sous agitation. 

On arrete la reaction en ajoutant 1,6 ml de 

NaCl 0,1 5M. 

Les tubes sont centrifuges et 1' intensity de la 
lyse est d£termin£e par lecture des surnageants a 412 nm 
par analyse au spectrophotometre . 

Le nombre de sites hemolytiques par cellule est 

calculi. 

Activity inhibitrice 

L' activite inhibitrice du produit test£ est 
exprim^e en pourcentage d' inhibition de formation de la 
convertase par reference au tube t^moin ou la convertase a 
6t6 form^e en 1' absence de dextrane modifie conforme a la 

pr^sente invention. 

Cette activate est exprimee en poids de produit 
(a volume constant) ndcessaire h 50% d" inhibition de for- 
mation de la convertase. 

Cette activite varie en fonction des 

motifs. 

Les resultata sont resumes sur la figure 3. 
La Figure 3 annexee repr^sente cette variation 
pour des taux de motifs B variant de 10 h 80 % et 
pour des taux de motifs D £gaux a : 
9 - 12 % : courbe u 
4 - 5 % : courbe v 
2 - 3 % : courbe w 
0% : 0 

L'Heparine commercial a une activite inhibitri- 
ce d' environ 1 h 2 ng, du meme ordre que celle des meilleurs 
produits conformes h> 1* invention. 

On constate que 1 1 activite inhibitrice croit 
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en meme temps que 1 • augmentation du taux de motifs D pour 
un taux de motifs B de 4 0-50%, 1 ' augmentation du taux des 
motifs B au-dela de cette valeur n'apportant pas d'amelio- 
ration. II est a noter egalement que 1' evolution en fonction 
5 de motifs B et D de 1' activite anticomplementaire est 
parallele a celle de l'activite antithrombique . 
Toxicite : 

Produit teste : motif B : 45% 
motif D : 6% 
10 activite "a" : 20 uTh/mg 

Les tests de toxicite ont ete effectues sur des souris 
d'environ 20 g par injection intraveineuse de 0,5 ml par 
souris, d'une solution de 40 rog/ml du dextrane modifie 
conforme a la pre sen te invention dans du solute NaCl isoto- 
15 hique. Ces tests ont demontre la totale inocuite du produit 
conforme a la pre sent e invention: aucune reaction ni pendant 
1' injection, ni pendant 14 jours suivant 1' injection, n'a 

ete constatee. 

Le dextrane modifie conforme a la presente invention 
20 peut parfaitement convenir en tant que substitut du plasma 

sanguin, comme cela a ete preconise pour des dextranes ordi- 
naires (cf .les travaux de G.HEBERER dans Klin.Wschr .45 
874 /1967? et de W.APPEL et Coll. :Angew. Chem. Intern. Ed. 1, 
702 /1968?) • 

25 " Le nouveau derive conforme a la presente invention 

peut egalement avantageusement gtre employe en tant que 
support pour la fixation de differences substances a activite 
therapeutique . 

II resulte de la description qui precede que 

30 1' invention ne se limite nullement a ceux de ses modes de 

mise en oeuvre, de realisation et d 'application qui viennent 
d'etre decrits de facon plus explicite ; elle en embrasse 
au contraire toutes les variantes qui peuvent venir hi' es- 
prit du technicien en la matiere', sans s • ecarter- du cadre , 

3 5 ni de la portee de la presente invention. 
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REVENDICATI0X5 
1 . Nouveaux derives de dextrane de formule I ci- 



apres : 




10 



15 



30 



35 




A B C ■ 

caracterises en ce qu'ils contiennent au. moins 35 % 
du motif B (-OCH 3 -CO0Na) , au raoins 5 % du motif D (-0CH,- 
C0NH-CH 2 -<O)-S0 3 Na> et en ce que leur masse moleculaire 

20 est au moins egale h 8000- 

2. Derive selon la Revendication 1, caracterise 

en ce qu'il contient 40 a 50% du motif carboxylique B (-0CH,- 
COONa), et au moins 15 % du motif sulfone D <-OCH a -CO-NH- 
CH 3 -(o)-SO,Na) , et en ce que sa masse moleculaire est 

25 d' environ 20 000 a 30 000. 

3. Procede de preparation des derives selon les 
Revendications 1 et 2, caracterise par les etapes suivantes : 
lere etape : carboxymethylation controlee des dextranes, 
2eme etape : fixation de la benzylamine , 

3eme etape : sulf onation du noyau aromatique de la benzylamine , 
4eme etape : fractionnement en masse moleculaire des dextranes 
et elimination des dextranes de bas poids mole- 
culaire (< 8000) , 
5eme etape : lavage, conditionnement et lyophilisation . 

4. Procede selon la Revendication 3, caracterise 
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en ce que la separation des dextranes de bas poids mole- 
culaire est effectuee en premier, suivie des etapes de 
carboxymethylation, fixation de la benzylamine , sulfonation 
et conditionnement . 

5. utilisation des derives selon les Revin- 
dications 1 et 2 en tant qu ' anticoagulants . 

6. Utilisation des derives selon les Reven- 
dications 1 et 2 en tant qu • antiinf lamroatoires . 

7. utilisation des derives selon les Revendi- 
cations 1 et 2 en tant que substituts du plasma sanguin . 
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